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RESUMEN

En la presente tesis se estudid la habilidad fisiologica para solubilizar
fosfato inorganico de diferentes grupos bacterianos aislados de la rizésfera de el
tabaquillo (Nicotiana glauca, Solanaceae). Este trabajo forma parte de un proyecto
de investigacion enfocado al desarrollo de un biofertilizante para coadyuvar en
resolver la problematica de la baja biodisponibilidad del fésforo en diferentes
cultivos, llevado a cabo por el laboratorio de Agrobiotecnologia, del departamento
de Ciencias Basicas, Division de Ingenieria.

Se evalud la capacidad de solubilizar fosfato de 48 cepas bacterianas
predominantes en la rizosfera de plantas de tabaquillo aisladas en trabajos
anteriores llevados a cabo en el citado laboratorio. Los ensayos consistieron en el
cultivo de las bacterias en medio liquido NBRIP que contiene como Unica fuente
de fésforo al fosfato tricalcico insoluble. Después de 5 dias de incubacién, el
fosforo solubilizado se cuantificO en el medio mediante la técnica ANSA. Se
observé que las bacterias designadas como CBNG-11, CBLA, 47, 66, 68, 75, 100,
109, 124, 177, 200 fueron las mejores solubilizadoras de fésforo obteniéndose
con ella, valores entre 500-700 ppm, de fosforo disuelto mientras que el resto de

las bacterias solo llegaron a solubilizar entre 300-500 ppm.

Palabras clave: Bacterias solubilizadoras de fosforo (BSF) Nicotiana Glauca,

Cuantificacién de fésforo.



L. INTRODUCCION

El fosforo es un elemento importante para los seres vivos ya que forma parte de
diferentes biomoléculas, como el DNA, RNA, ATP, NADP vy fosfolipidos. En las
plantas es uno de los tres elementos mas importantes para el desarrollo y la
obtencion de buenos rendimientos en los cultivos, principalmente en los de tomate,
nicotiana glauca, papa, maiz y sorgo. Su principal funcion fisiologica es intervenir en
procesos de acumulacion y liberacion de energia durante el metabolismo celular
(Conney, M. 2000).

El fésforo soluble es limitante para la produccion de biomasa en un ecosistema
natural (Hameeda et al., 2006), donde el 95% es fijado rapidamente por los
componentes del suelo (Fernandez et al. 2005). Este fenomeno de fijacion esta
ligado al pH del suelo. A pH superiores a 8.5, la asimilabilidad el fésforo es minima.
siendo a pH entre 6.5 a 7.5 cuando se lleva a cabo una asimilacién optima; ya que a
pH mayor en el suelo rico en calcio, el fosforo reacciona y se precipita formando
fosfato tricalcico, disminuyendo los valores de fésforo asimilable a menos de 30 ppm.
Conforme se disminuye el pH del suelo, se favorece la formacion de cargas positivas,
lo que trae como consecuencia la fijacion de aniones (ortofosfato). Sin embargo, a
valores inferiores a 5, ocurre también deficiencia del fésforo en las plantas. A nivel
mundial dos tercios del suelo arable es de tipo alcalino con pH mayores de 7
(Ahmed, 2011), por lo que el mayor problema para los cultivos es la solubilizacion de

los fosfatos de calcio.

Debido a la necesidad de disminuir la dependencia de productos quimicos
artificiales en los cultivos que han deteriorado el equilibrio ecolégico del suelo, a
causa del agotamiento de la fertilidad, técnicas de monocultivo, sobrelaboreo, uso
indiscriminado de fertilizantes quimicos y pesticidas, entre otros; aunado con el
crecimiento de la demanda en la exportacion de papa y tomate y el aumento en la

rigidez de las leyes en el sentido de utilizar agroquimicos menos toxicos, se ha
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obligado a buscar alternativas sustentables en el manejo de los cultivos. Una de
estas alternativas es el empleo de Biofertilizantes, ya que representan un medio
econdémicamente atractivo y aceptable para reducir los gastos de produccion,

ademas de mejorar y conservar los recursos naturales.

En México, el tomate rojo representa el 37% de las exportaciones de legumbres y
el 16% del valor total de las exportaciones agropecuarias. La produccién total
nacional del cultivo de tomate tiene un valor de 14,900 millones de pesos en 54 mil
hectareas de cultivo. Los cinco estados con mayor superficie sembrada son Sinaloa,
Michoacan, Baja California, Zacatecas y Nayarit. Sinaloa es la entidad con mayor
superficie sembrada, con 14 mil Ha, lo que representa el 26% de la superficie total
sembrada a nivel nacional y con una produccion de 687,056.78 toneladas (SIAP,
2010). Actualmente en México, en el caso del tomate, se aplican aproximadamente
150 kilogramos de fosforo en cultivos al aire libre (Arellano-Gil, M. y Gutiérrez-
Coronado, M. 2006) y 65 kg por hectarea en cultivo protegido en suelo (Garza
Arizpe et al, 2008). En el caso de la papa se recomiendan 170 Kg/Ha de fosforo
como ortofosfato, HPO,?, (Rueda, et. al. 2009).



II. HIPOTESIS.

Las bacterias aisladas de la rizésfera de tabaquillo (Nicotiana Glauca, Solanacea)
y que han crecido en medio de NBRIP sdlido, mostraran diferencias significativas
entre cepas en cuanto a su capacidad de solubilizar fosfato tricalcico en un medio de
cultivo liquido y habré cepas suficientemente eficientes para ser ser utilizadas en la

formulacion de un biofertilizante.

III. OBJETIVOS.

OBJETIVOS GENERALES

e Cuantificar la capacidad solubilizadora de fésforo de cepas bacterianas

aisladas de Nicotiana glauca.

¢ |dentificar y seleccionar las mejores bacterias solubilizadoras de fosforo a patir

de fosfato tricalcico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Establecer el protocolo para la evaluacion del fosforo disuelto en el medio
liquido.

2. Evaluar las diferentes cepas de bacterias, en cuanto a la disolucion de fosfato
tricalcico en medio NBRIP liquido.

3. Hacer pruebas bioquimicas para la identificacion de las cepas.



IV. REVISION DE LITERATURA.

El fésforo como nutriente en las plantas y su importancia.

El fésforo es un componente esencial de los vegetales, cuya rigueza media en
forma de P,0Os es del orden del 0.5 al 1 % de la materia seca. Se encuentra en parte
en estado mineral, pero principalmente formando complejos organicos fosforados
con lipidos, proteinas, carbohidratos, &cidos nucleicos y otros compuestos como la
fitina (hexafosfato de inositol, una forma de almacenamiento de fosforo en las
semillas). Juega un papel vital en todos los procesos que requieren transferencia de
energia en la planta. Ya que los fosfatos de alta energia, encontrados en el adenosin
difosfato (ADP) y en el adenosin trifosfato (ATP), son la fuente de energia que
empuja una multitud de reacciones quimicas dentro de la planta. Donde la
transferencia de los fosfatos entre estos compuestos a otras moléculas (fosforilacion)
es el factor desencadenante de una gran cantidad de procesos celulares en las
plantas (Elias Afif Khouri, 2005).

Comunmente, el fosforo forma parte los compuestos fertilizantes mas
importantes para el agricultor, ya que el fésforo es considerado como un factor de
crecimiento, al igual que el nitrdgeno, sobre todo durante la primera fase del
desarrollo de la planta, particularmente el radicular. Ademas aumenta la resistencia
de la planta al frio y a las enfermedades. En términos generales, puede decirse que
es un elemento regulador de la vegetacion y por tanto, un factor de calidad, al
favorecer los periodos de vegetacion que son criticos para el rendimiento del cultivo:
fecundacion, maduracion y movimiento de las reservas (Guerrero, 1990). Las
carencias de fosforo en las plantas se ponen de manifiesto por un follaje de color
verde oscuro, casi azulado, acompafiado por el amarillamiento y secado de la punta
de las hojas y una ondulacion caracteristica, mostrando, a veces, manchas purpuras.
(Alexander, M.1987).



En la naturaleza, el fosforo forma parte de las rocas y los minerales del suelo.
Sin embargo, las plantas absorben Unicamente el fésforo que esta en la solucién del
suelo en forma de HPO,4? (i6n fosfato monoacido) y H,PO4* (i6n fosfato diacido). Por
lo que cualquier fertilizante, ya sea de origen organico o mineral, debe de
transformase primero en esas formas quimicas antes de ser utilizado por el cultivo.
Los fertilizantes minerales son compuestos inorganicos de foésforo que se extraen de
los grandes yacimientos de “roca fosférica”. Estos compuestos minerales, son
tratados para hacerlos mas solubles para que asi, sean disponibles para las plantas

y puedan ser utilizados por estas en la formacion de tejidos y érganos vegetales.

Las diferencias entre los residuos organicos y los fertilizantes minerales son
principalmente dos: 1) la velocidad de disponibilidad para el cultivo pues los residuos
organicos tienen que ser primero descompuestos por los microbios, mientras que los
abonos minerales ya tienen los compuestos en la forma que la planta los utiliza y 2)
la concentracion, ya que los residuos organicos tienen concentraciones mas bajas
de fésforo que los compuestos minerales. Para garantizar una produccion rentable y
devolver al suelo el fésforo que ha sido extraido por la cosecha, los agricultores
deben aplicar fésforo a sus cultivos. Es esta la forma de asegurar la fertilidad y la

calidad del recurso suelo.

La principal razon por la cual el fésforo elemental (P) no se encuentra en
estado libre en la naturaleza es debido a su facilidad de oxidacion (Teuscher et al.
1965). Es muy abundante en la corteza terrestre, sin embargo, solo una pequefia
proporcion esta disponible para las plantas, por lo que debe ser suministrado por
medio de fertilizantes. El principal inconveniente del empleo de los fertilizantes
minerales es que gran parte del fésforo suministrado tiende a acumularse en el suelo
en forma de compuestos insolubles. En la materia organica se halla contenido en
varios compuestos organicos complejos (lecitina, acidos nucléicos, fitina, etc.) los

cuales son atacados y descompuestos por las bacterias y hongos del suelo por



medio de enzimas como la “fitasa”, liberandose el fésforo en forma de fosfatos o de

acido fosforico (Teuscher et al. 1965).

La solubilidad de estos fosfatos esta bajo el control de varios factores. Uno de
ellos es la cantidad total de fosfato en fase soélida que existe en el suelo. Cuanto
mayor es la cantidad total presente en el suelo, mayor es la posibilidad de que este
altimo tenga mas fosforo en solucion. Otro factor importante es el nivel de contacto
que existe entre el fosfato en fase solida y la solucion del suelo. La mayor exposicion
del fosfato a la soluciéon del suelo y a las raices de las plantas, aumenta la capacidad
para que exista una reserva adecuada de fésforo (Asociaton, 1995). Sin embargo, el
factor decisivo para el aprovechamiento de los fosfatos en el suelo, es sin duda el
valor del pH, puesto que de él depende la existencia de diferentes fosfatos. El fosfato
dicbasico, que es uno de los mas facilmente aprovechables, existe solo entre pH 6 a
7. Por debajo de pH 6 aumenta la solubilidad de los compuestos de hierro y aluminio,
formandose fosfatos de hierro y aluminio insolubles. Por encima de pH 7.5 se forman
fosfatos tricalcicos que son practicamente insolubles (Teuscher et al. 1965).

Tabla 1. Compuestos de fosforo que predominan a diferentes niveles de pH. Teuscher et al.
(1965).

pH Fosfatos combinados Solubilidad
principalmente con
3-4 Hierro y aluminio Insoluble
5-6 Hierro Insoluble
6-7.8 Calcio (como CaHPOy) Facilmente soluble
Sodio (como Na;HPO,) Soluble
7.0 potasio (KH2PO,) Pocos soluble
Mayor a 7.8 Calcio [como Caz (POy4)2] Insoluble




El ciclo del fosforo

La mayor parte de los fosfatos aplicados como fertilizantes quimicos son
inmovilizados en el suelo por los fendmenos de fijacion y adsorcion y como
consecuencia no son solubles para ser aprovechados por los cultivos (Peix et al.
2001). Por lo tanto se considera que la solubilizacion de las diferentes formas de
rocas fosfatadas y de otras fuentes de fésforo inorganico por los microorganismos del
suelo es una alternativa fundamental para incrementar la cantidad de nutriente
disponible para las plantas (lllmer & Schinner 1992). En la figural se muestra el ciclo

del fésforo en la naturaleza y la intervencion del hombre en el mismo.

El fésforo y su interacion con plantas, microorganismos y componentes del suelo.



Como ya se menciond anteriormente, muchos de los fosfatos de la corteza
terrestre son insolubles en agua lo que hace que su disponibilidad no sea apropiada.
Estos fosfatos pasan a ser solubles de la tierra al agua por los fendmenos de
lixiviacion que sufre el suelo, y no al revés (porcentaje minimo). En general este

proceso involucra tres pasos:

1. Mineralizacion. El proceso de mineralizacion se encuentra en relacion con la
degradacion de la materia organica por los microorganismos. Las situaciones
que favorecen esta degradacion son: un sustrato carbonado degradable y la

presencia de nitrégeno.

2. Solubilizacion: El fésforo se encuentra en continuo movimiento desde su forma
soluble a depdsito de fosforo, aqui muchas bacterias autétrofas se encargan

de llevar a cabo la solubilizacion. (Picone, L., Zamuner, E. 2002).

3. Inmovilizacion: El fésforo inorganico se transforma en fésforo organico a
través de diferentes seres vivos (en el agua, las algas llevan a cabo se

absorcion, en el suelo, las bacterias se encargan de su fijacion) (Figural).

El fosforo organico esta compuesto, por varias fracciones, siendo el componente
orgénico central la biomasa microbiana. Esta es una fraccion labil controlada por los
factores ambientales y por aquellos relacionados con el manejo de los suelos.
(Picone, L., Zamuner, E. 2002). Este tipo de fosforo tiende a ser adsorbido sobre las
arcillas, por lo cual se podria esperar contenidos superiores de fésforo organico en
suelos arcillosos que en arenosos o francos. Siendo las principales formas de
fosfatos organicos, el fosfato de inositol y los acidos nucleicos, los cuales tiene origen
principalmente microbiano. Por lo que el nivel de fosforo organico en los suelos
puede variar entre un 3 y un 85% del fosforo total (Martinez Farias. 2004). Por otro
lado el fosforo inorgéanico se encuentra formando parte de minerales, principalmente
de las apatitas, la estregita y la variscita, que pueden liberar fésforo muy lentamente

por meteorizacion. Los compuestos formados pueden encontrarse en forma de sales
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en solucién, sales cristalinas o sales absorbidas por los coloides del suelo. El i6n
fosfato puede, ademés, ser directamente absorbido por los coloides del suelo o
puede formar enlaces de gran estabilidad con los hidroxidos de Fe, Al o Mn que

forman parte de los coloides del suelo. (Martinez Farias. 2004).

Los microorganismos son encargados de realizar algunas transformaciones
de los compuestos organicos e inorganicos del fésforo. Tales transformaciones se
llevan acabo por mecanismos como alteracion en la solubilidad de los compuestos
inorganicos, mineralizacién de los compuestos organicos, inmovilizacion y oxidacion-

reduccion de los compuestos inorganicos (Alexander, 1987).

La mineralizacién es la conversién microbiana del fésforo organico a H2PO,“
o HPO,*(ortofosfato), que son formas de fésforo disponibles para las plantas. El
foésforo organico puede ser mineralizado como subproducto del proceso de
mineralizacion de la materia organica del suelo o mediante la accion de enzimas
especificas que son reguladas por la demanda de este nutriente (Picone y Zamuner,
2002). Este proceso esta mediado por las enzimas fosfatasas acidas que pueden
ser sintetizadas por las raices de las plantas, (Ridge y Rovira, 1971), y las fosfatasas
acidas y alcalinas producidas y por los hongos y bacterias. (AGROPECT Star, 2002).
Entre los compuestos organicos del fosforo que cominmente pueden estar presentes
en el suelo se encuentran la lecitina, los acidos nucleicos y la fitina los cuales en
presencia de fuentes de carbono y nitrogeno de féacil asimilacion para los
microorganismos pueden ser degradados por accién de estas enzimas liberando
fosfatos (Figura 2) (Alexander.,1987)

C¢H2,0,7Ps + 60, > 6H3P0, + 6CO, + 3H,0
ACIDO FITICO FOSFATO DISPONIBLE

Ecuacion. Oxidacion de la fitina. Fuente: Alexander, 1987.



El mecanismo de solubilizacién en los suelos se favorece cuando estos
presentan pH bajos, con un bajo contenido en calcio y alto contenido de materia
organica (Guerrero, 1990), ademas depende también del contenido de fésforo

presente en la solucion de suelo.

Los fosfatos insolubles que no pueden ser asimilados por las plantas, pueden ser
llevados a formas solubles por la accibn de muchos microorganismos via
solubilizacién mediante la produccion de acidos organicos.de bajo peso molecular,
como el oxalico, citrico, lactico succinico, isovalerico, isobutirico y acético, se
producen en el suelo como resultado de la descomposicion de la materia organica,
donde la cantidad y tipo de estos acidos organicos depende de los tipos de
microorganismos encontrados en el suelo (Otalora, J., Patifio, L., Martinez, M.,
Pedroza, A. 2003). Se ha reportado que la presencia de los acidos organicos son
necesarios para que haya solubilizacién, ya que solo cuando el pH desciende hasta
valores aproximados a 3.5 la solubilizacion de fésforo aumenta significativamente
(Ta- Fa Lin, Hsin-l Huang, 2005). Otra forma por la cual los acidos organicos actiian
es por competencia con el fésforo por los sitios de absorcion en las particulas de
suelo con minerales de aluminio y hierro cuando se encuentran en su forma anionica,
esto trae como consecuencia el aumento de la solubilizacién del fésforo, al cambiar
las cargas superficiales de las particulas de suelo o diluyendo su concentracion en
dichas particulas (Otalora, J., Patifio, L., Martinez, M., Pedroza, A. 2003).
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Microorganismos solubilizadores de fosfato.
Algunos microorganismos solubilizan el fosfato mediante procesos de produccion de
acidos orgéanicos, fosfatasas, quelatacion y reacciones de intercambio (Drouillon y
Merckx, 2002; Johson y Loeppert., 2006; Begonia et al., 2004 y Onthong et al.,
2007). Diversos investigadores han reportado la capacidad que tienen diferentes
especies bacterianas para solubilizar compuestos fosfatados inorganicos como el
fosfato tricélcico, fosfato dicalcico, hidroxiapatita y roca fosférica (Chen et al, 2006;
Ivanova et al, 2006 y Mkanova, 2002). Entre estas se incluyen bacterias Gram
negativas y Gram positivas, incluso algunas especies de Streptomyces, (Moura et
al., 2001). Las principales bacterias que se han estudiado son especies de los
géneros Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum, Rhizobium y Burkholdelia. Estas
bacterias se caracterizan por presentar produccion de acidos organicos que ayudan
a la solubilizacion de los minerales de fosforo, la produccion de polisacaridos
extracelulares y la produccion de enzimas como la fosfatasa alcalina (Moura et al.,
2001). De igual forma se han reportado otros microorganismos solubilizadores de
fosfato como: Bacillus licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. Atrophaceus,
Paenibacillus macerans, Vibrio proteolyticus, Xanthobacter agilis, Enterobacter
aerogenes, E. taylorae, E. asburiae, Kluverya cryocrescens, Pseudomonas stutzeri

entre otros (Vasquez et al., 2000).

En Colombia se han realizado diversos estudios sobre el aislamiento y
evaluacion de este tipo de microorganismos. Sobre bacterias ya existen datos que
demuestran el gran potencial de éstas con respecto a la solubilizacion de fosfatos.
Por el contrario, en el caso de los hongos los datos son escasos. Useche et al
(2004), investigd en suelos acidos amazoénicos de bosques poco intervenidos, en
rastrojos y pastizales la presencia de hongos y bacterias fosfato solublizadores.
Estos investigadores realizaron un gran aporte en cuanto a la identificacion de
nuevas especies de bacterias BSF en Colombia tales como Pseudomonas spp., P.
cepacia, P.gladioli, Xanthomonas spp., X. maltophilia, Enterobacter agglomerans,

Chromobacterium sp., X. maltophilia, Chromobacerium sp. y P. gladioli. Entre los
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hongos solubilizadores de fosfato se encuentran Penicillium spp., P. implicatum, P.
citreo-viridae, Paecilomyces spp., Aspergillus niger, A. fumigatus, Scopulariopsis sp.,
Moniliella sp., Mortierella sp., y un ascomiceto. Vera et al (2002), realizo el
aislamiento y caracterizacion de hongos fosfato solubilizadores de la rizosfera de
cultivos de Araza un frutal de colombia, empleando dos fuentes de fésforo inorganico
para la solubilizacion. En este trabajo se identificaron microorganismo
solubilizadores del fosfato de calcio como Trichoderma aureoviride, Aspergillus
aculeatus, Trichoderma cepa 1 y Trichoderma cepa 2. Asi como para el fosfato de
hierro, Aspergillus oryzae, Paecilomyces cepa 3, Gongronella butleri y Fusarium

oxysporum.

Otra caracteristica importante de estas bacterias, es que ademas pueden
producir otros metabolitos fitohormonas, fijar nitrdgeno, o eliminar metabolitos
toxicos, para promover el crecimiento, inducir defensas o inhibir patdgenos. Algunos
exhiben una estrecha especificidad mientras que otros pueden tener un amplio

espectro de huéspedes (Kloepper et al, 1989).

Los Biofertilizantes

El término de agricultura organica, se refiere al proceso que utiliza métodos
gue respetan el medio ambiente y que evita el uso de productos quimicos como
fertilizantes, insecticidas y herbicidas en plantas, que pueden causar contaminacion
de los alimentos y degradacion cuantitativa y cualitativa de los suelos, del agua y de
todos los recursos esenciales para lograr incrementos en la produccion de alimentos
(Organizacion Americana de Alimentos - FAO, 2001). A nivel mundial, México ocupa
el 18° lugar por superficie organica y esta ubicado en el contexto internacional como
pais productor — exportador de alimentos organicos y como primer productor de café
organico. En el pais, el sector organico es el subsector agricola mas dinamico, pues
ha aumentado su superficie cultivada organicamente de 23 000 Ha en 1996 a 103

000 Ha en 2000. Para 2002 se estimo que alcanzé las 216 000 Ha. Esta agricultura
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fue practicada por mas de 33 000 productores en 262 zonas de produccion de 28
estados de la republica, lo cual generd 139 millones de délares en divisas y 16.4
millones de jornales por afio. De acuerdo con las estimaciones del 2002, el nUmero
de los productores organicos fue de 53 000 y la generacion de divisas fue de 280

millones de délares (Gomez et al. 2004).

Uno de los principales problemas en la agricultura es el desconocimiento de
las especies presentes en los agroecosistemas y en la rizosfera de los cultivos para
su posible empleo. Desde el punto de vista ecoldgico, es importante reconocer a los
integrantes de la comunidad bacteriana que tienen potencial como inoculantes y
proporcionan un efecto agrobiolégico positivo en los cultivos agricolas (Terry et al.
2005). Como consecuencia del conocimiento acerca del funcionamiento de los

integrantes de los agroecosistemas, pueden surgir los biofertilizantes.

Los biofertilizantes son preparados con microorganismos aplicados al suelo
y/o plantas que tienen como finalidad sustituir parcial o totalmente la fertilizacion
sintética. La respuesta a los biofertilizantes varia considerablemente debido
principalmente a que los microorganismos aplicados deben competir con una
microflora nativa mejor adaptada a condiciones ambientales adversas, incluyendo
falta de humedad en el suelo, alta salinidad y pH extremos, que pueden disminuir
rapidamente la poblacion de cualquier especie microbiana introducida. Por lo que se
ha reportado es recomendable, el empleo de cepas nativas de microorganismos en
la elaboracion de biofertilizantes, ya que tienen mayor posibilidad de efectividad en el
campo, al estar mas adaptados a las condiciones del suelo de cada region. Los
microorganismos que promueven el crecimiento en las plantas (plant growth
promoter rhizobacteria o PGPR), entre ellos los solubilizadores de fésforo,
desempefian un importante papel en el aporte de este nutrimento para las plantas,
propiedad que potencia su utilizacibn como inoculantes en forma de biofertilizantes
(Glick, 1995). Los microorganismos del suelo contribuyen al aprovechamiento del
fésforo por las plantas, a consecuencia de los diversos acidos que producen y que

aumentan la solubilidad de los fosfatos que son insolubles o casi insolubles. Se ha
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calculado que un 35% de todas las bacterias del suelo pueden disolver fosfato
tricalcico, y dado que la conversion se realiza de manera mas efectiva en la
inmediata vecindad de las puntas de las raices, donde abundan estos
microorganismos a consecuencia de las excreciones radicales, no es despreciable
esta conversion. (Teuscher et al. 1965).

Un biofertilizante se define como una sustancia que contiene microorganismos
vivos, que cuando se aplica a superficies de plantas, semillas o suelo coloniza la
rizosfera o el interior de la planta y promueve el crecimiento al aumentar el suministro
o la disponibilidad de los nutirentes principales para la planta huésped. Ya que los
biofertilizantes contienen organismos vivos que aumentan el estado de los nutrientes
de la planta huésped a través de su continua existencia en asociacién con la planta,
esta definicion separa al biofertilizante del abono orgénico (fertilizante que contiene
compuestos organicos que directamente o por deterioro aumentar la fertilidad de los
suelos). Okon y Labandera-Gonzélez.(1994). Argumentan que los organismos
rizosféricos mejoran la utilizacién de los nutrientes del suelo, pero no reemplazan los

nutrientes (como los fertilizantes quimicos).
Solanaceas utilizadas en el estudio.
El tomate y la papa.

El tomate y la papa se ubican entre los cultivos mas importantes para la
alimentaciéon humana, tanto en Ameérica como en Europa. A escala mundial ambos
cultivos sobresalen al contribuir el 47% de la produccién de hortalizas, seguidas por
la col, la sandia y la cebolla. En el comercio internacional de hortalizas el 70% se
encuentra centrado en 7 productos: papa, tomate, cebolla, sandia, pepino, lechuga y
melon (SIAP, 2010). Se considera que a nivel internacional, las hortalizas junto con
las frutas ocupan en nuestros dias el segundo lugar entre los productos
agropecuarios de mayor consumo, apenas aventajadas por los cereales. Se estima
que tan solo dos hortalizas contribuyen con el 50% de la producciéon en el mundo: la
papa y el jitomate, lo cual nos indica el enorme valor que este Ultimo cultivo
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representa no solo en el comercio, sino también en el sistema alimentario mundial. El
jitomate o "tomate rojo" es originario de América del Sur, aunque se considera a
México como centro de su domesticacion. Con la llegada de los espafoles se
expandio al viejo continente y de ahi a todo el mundo. Con su comercializacion y
difusion lograda, actualmente forma parte de la dieta alimenticia de varias culturas en
el globo terraqueo. A nivel mundial el tomate ocupa el segundo lugar entre las
hortalizas, en México es la mas importante tanto para la generacion de empleos
como por la aportacion de divisas derivadas de las exportaciones (Arellano y
Gutiérrez, 2003). La produccion total nacional del cultivo del tomate tiene un valor de
14,900 mdp, con 54 000 Ha sembradas. Siendo los cinco estados con mayor
superficie sembrada Sinaloa, Michoacan, Baja California, Zacatecas y Nayarit. Tan
s6lo Sinaloa es la entidad con mayor superficie sembrada (14 000 Ha), lo que
representa el 26% de la superficie a nivel nacional y cuenta con una produccion de
687,056.78 ton, el 30% de la produccion nacional (SIAP, 2010). A nivel mundial
varios paises son importantes productores y en algunos de estos la alimentacion se
basa en gran medida en este cultivo (Garzén, 2007). Por lo que el jitomate o
"tomate rojo" es una de las especies horticolas mas importantes de nuestro pais
debido al valor de su produccion y a la demanda de mano de obra que genera. Es el
principal producto horticola de exportacion, ya que representa el 37% del valor total
de las exportaciones de legumbres y hortalizas y el 16% del valor total de las
exportaciones agropecuarias, sélo superada por el ganado vacuno (SIAP, 2010). El
jitomate se prefiere consumir fresco, pero también es utilizado como producto
industrializado para elaborar pastas, salsas, purés, jugos, etc., gracias a los
avances tecnologicos para su procesamiento y a las modificaciones en los gustos y
costumbres de las nuevas generaciones, lo que exige calidad en cuanto a su
distribucién y venta en fresco, determinando y condicionando nichos de mercado.

En México, la papa ocupa el cuarto lugar en importancia en cuanto a
superficie sembrada, después del trigo, el maiz, el arroz y algunos cultivos como la
soya y la cafla de azucar (CONPAPA, 2008). El cultivo de la papa (Solanum

tuberosum L.) es una actividad econdmica importante. Segun datos del SIAP (2010)
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en México, la superficie sembrada es de 54,141.36 Ha, con una producciéon anual
aproximada de 1, 500,497.23 ton y un rendimiento promedio de 27.74 kg/Ha. Siendo
los cinco estados con mayor superficie sembrada Chiapas, México, Durango,
Tlaxcala, Hidalgo. La Papa es un tubérculo comestible que crece bajo el nivel de la
tierra con raices muy ramificadas, finas y largas; el tallo, grueso, fuerte, anguloso,
con una altura que varia entre 0.5 y 1 m. Se origina en las yemas del tubérculo; las
hojas son imparipinadas; su fruto es una baya redondeada de color verde, que se
vuelve amarilla al madurar. La planta también tiene tallos subterraneos, los primeros
son de color verde, se convierten en su extremidad en tubérculos. En la superficie de
los tubérculos tienen yemas distribuidas en forma helicoidal. La Papa es una especie
cuya principal funcidén fisiolégica es almacenar o acumular gran cantidad de
nutrientes en los tubérculos. Se utiliza generalmente en la gastronomia para la
elaboracion de guisoso, ensaladas, pures, papas fritas y en la industria de frituras y
para la elaboracion de Vodka, ya que para su elaboracion requiere de grandes
cantidades de almidon. EI mejoramiento genético de la papa a contribuido a la
creacion de variedades de alto rendimiento, ya que el desarrollo de la industria de
procesamiento de la papa va de acuerdo a los requerimientos del mercado y la
participacion competitiva de productores de menores ingresos en el mercado.
Generalmente, la papa se caracteriza por ser un cultivo de ingresos altos, egresos
altos y riesgos altos. Por lo que se requiere de un alto consumo de fertilizantes y
pesticidas, y por lo tanto mano de obra adicional. Estas son las razones que motivan
a los productores a realizar mayores inversiones en la papa que en otros cultivos
(Douglas Horton, 1992).

Nicotiana glauca (Graham)
Es una solanacea silvestre, crece como arbusto lefioso, 0 como un arbol pequefio y

se propaga también por gajos vegetativos. Si se cultiva en el interior, necesita mas
de 14 horas diarias de luz para poder florecer, es uno de los arbustos mas comunes
de lugares perturbados, es muy comun encontrarla a orillas de caminos y carreteras,

a lo largo de rios y arroyos, cerca de cultivos y patios de casas, se adapta a
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diferentes climas por lo que se desarrolla tanto en selvas caducifolias, bosques de

pino-encino, matorrales xeroéfilo y en zonas aridas.

En el Valle de México se conoce hasta los 2650 m. En Veracruz se registra de los
1700 a los 2300 m (Nee, 1986). En cuanto a sus usos, las hojas frescas se
aplican externamente en tratamiento de dolores de cabeza, cataplasmas en
dolores reumaticos, heridas y Ulceras, bafios de asiento en hemorroides, etc. La
especie no contiene cantidades significativas de nicotina, pero si anabasina,
un alcaloide relacionado. Se la esta investigando como posible cura para la

adiccién a la nicotina.

Al igual que Nicotiana tabacum, las hojas de esta especie son usadas para
ser fumadas, generalmente con caracter ritual en el caso de algunos grupos
aborigenes, pero también se las emplea como relleno en cigarrillos comerciales de
menor calidad. No se recomienda su ingesta, por poseer componentes toxicos. Es

altamente téxica para animales domésticos (Robert Graham, 1826).

Hojas de Nicotiana glauca se hallaron en sitios arqueoldgicos de la cultura Nazca.
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V.  METODOLOGIA

1. Materiales y reactivos.

a. Material Bioldgico.

Las cepas seleccionadas para este trabajo de tesis se muestran en la tabla 1.

Tabla 2. Cepas utilizadas en este estudio

Cepas utilizadas en el ensayo.
BLSP-02 BLSP-03 BLSP-04 BLSP-05
CBNG-14 CBNG-14 CBLA-15 CBLA-15
CBLA-129 | CBNG-06 CBLA-177 | CBLA-199
CBNG-08 | CBLA-124 | CBLA-187 | CBLA-127
CBLA-70 CBLA-134 | CBLA-178 | CBLA-183
CBLA-69 CBLA-75 CBLA-194 CBNG-05
CBLA-122 CBLA-14 CBLA-172 CBNG-12
CBLA-133 CBLA-66 CBLA-160 | CBLA-131
CBLA-15 CBLA-47 CBLA-179 CBLA-97
CBLA-67 CBLA-62 CBLA-173 | CBLA-113
CBNG-07 | CBLA-106 | CBLA-205 | CBLA-117
CBNG-11 | CBLA-107 | CBLA-191 | CBLA-176
CBLA-68 CBLA-109 CBLA-13 CBLA-88
CBLA-159 CBLA-92
CBLA-163 | CBLA-110
CBLA-109
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b. Reactivos.
Los reactivos utilizados en la elaboracion de medios y para la determinacion de

fosforo fueron de las marcas SIGMA, FERMONT, JALMEK Y ANALYTYKA.

c. Equipo.

Tabla 3. Equipos empleados en este trabajo de tesis.

EQUIPO Centrifuga |Espectémetro Shaker/incubador | Ultracongelador pHimetro
MARCA Thermo Thermo Scientific | Thermo Scientific Thermo Fisher
Scientific Scientific
MODEDLO |SL 40 R Genesys 10 UV Max Q 5000 Revco VALUE 45-02-
scanning PLUS 186

2. Metodologias empleadas.

a. Cuantificacion de microorganismos.

De las 48 cepas seleccionadas en el trabajo de tesis se prepararon matraces
con medio de cultivo por triplicado con un total de 144 matraces de 125ml con 30 mL
de medio NBRIP liquido, cada uno se inoculé con 100 pl de suspencion de bacteria
para evaluar la capacidad de solubilizar fosfato tricalcico. El crecimiento microbiano
se define como un incremento en el nimero de células. Este viene dado como

consecuencia del crecimiento de cada célula individual y su division celular

Existen diversas formas de medir el crecimiento bacteriano, los mas
empleados son aquellos que utilizan parametros distintos del nimero de células,
pero que pueden relacionarse de forma directa con éste (masa celular, actividad
metabdlica, etc.) Esto es posible porque durante el crecimiento de un cultivo hay un
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aumento ordenado de todos los constituyentes celulares y asi la velocidad de
crecimiento de la poblacion puede estimarse por la velocidad del incremento de
cualquiera de estos parametros.

Uno de estos métodos se fundamenta en la medida de la turbidez del cultivo y
se basa en la capacidad de las células y particulas en general de absorber y/o
dispersar la luz que incide sobre ellas. Un cultivo celular aparece turbio porque las
células dispersan la luz que atraviesa la suspension. La turbidez es proporcional al
namero de células y puede medirse utilizando un espectrofotobmetro. El
espectrofotbmetro es un aparato que hace pasar la luz a través de una suspension
celular y detecta la luz no dispersada. Cuanto mayor sea el nimero de células
mayor es la turbidez del cultivo o densidad optica (DO) y menor la cantidad de luz no
dispersada que emerge tras atravesar la muestra. Por tanto, la DO de un cultivo es
proporcional a la densidad celular.

La determinacién de la curva de crecimiento se llevo a cabo de la siguiente forma:

1. Se inocul6 el matraz que contiene el medio de cultivo con un preindculo que
tenia una D.O. a 600 nm de 0.185.

2. Se sigui6 la evolucion de la turbidez del cultivo midiendo la D.O. a diferentes
tiempos durante 24 — 48 horas (segun fue necesario). Y se tomaron muestras
cada dos horas.

Determinacion de fosforo por el método ANSA.

La determinacion de fosforo disuelto consiste en la deteccion del ion
ortofosfato en la solucién por un método cuantitativo. En este caso se utilizé el
método de ANSA recomendado para determinar el contenido de fésforo foliar por
el departamento de horticultura de esta Universidad. Este utiliza el principio de la
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formacion del complejo fosfomolibdico y la posterior formacion de un color azul al
reaccionar este complejo con el acido aminonatftilsulfénico (ANSA) en donde la

intensidad del color es proporcional al contenido de fosforo en la muestra.

Determinacion de fosforo por el método ANSA.

a. La preparacion de reactivos se hizo de la siguiente manera.

1. Molibdato de amonio

6.25 g de molibdato de amonio
50 mL de agua destilada
75 mL de acido sulfarico 10 N

Aforar a 250 mL con agua

2. ANSA. Acido amino naftol sulfénico.
0.25 g ANSA
7.5 mL bisulfito de sodio 15%
25 mL sulfito de sodio 20%
Aforar a 500 mL.

Dejar reposar toda la noche y cubrir de la luz.

En caso de presentar residuos, filtrar con papel numero 2.

Si no ocurre la dosilucién, afiadir 0.5 mL de la solucion de sulfito de sodio
3. Agua regia.

300 mL HCI

100 mL HNO3

Aforara 1 L.

1. Preparacién de la curva patron.
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Para la cuantificacion de fésforo en las muestras se utiliz6 una curva
patrén en cada experimento realizado, las soluciones utilizadas eran de
fosfato de potasio monobasico con concentracion de fosforo conocida,
para esto se preparé una solucion madre de fosfato de potasio monobasico
gue contenia 500 ppm de fésforo que se preparé con 0.2196 g de KH,PO,
en 100 mL de agua destilada. Con esta solucion madre se prepararon
diluciones desde 10 a 200 ppm siguiendo las indicaciones que se muestran

en la tabla siguiente.

DILUCION mL de la solucion Stock Aforar a:
200 ppm 20 mL 50 mL
180 ppm 18 mL 50 mL
120 ppm 12 mL 50 mL
100 ppm 10 mL 50 mL
80 ppm 8 mL 50 mL
60 ppm 6 mL 50 mL
40 ppm 4 mL 50 mL
20 ppm 2mL 50 mL
10 ppm 1mL 50 mL
Valores determinados empleando la siguiente ecuacion:
ClV1=C2V2

2. Andlisis de las muestras.

Se midié 1 mL de la muestray 1 mL de cada una de las soluciones de

la curva patrén. Se le agregaron 5 mL de molibdato de amonioy 2 mL
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de ANSA. La solucion resultante se agitd y reposo de 20 a 25 min. Y

finalmente se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 640 nm.

3. Analisis de resultados.

A partir de los valores de absorbancia obtenidos para cada una de las
muestras de la curva patron se realiz6 una grafica con la concentracion

en el eje de las X y se obtuvo la ecuacion de la recta.

y=mx+Db

Donde se debe despejar la x que corresponde a las ppm de fésforo,
empleando los datos obtenidos a partir de la ecuacion de la recta (y =
Absorbancia de cada una de las muestras analizadas).

El resultado se obtiene se refiere a las ppm de fésforo en solucion.

Preparacion de medios:

NBRIP:

Se prepar6 el medio NBRIP que consiste en 10 g de glucosa, 5 g de
Ca3(POgy)2, 5 g de MgCl,*6H,0, 0.25 g de MgSO4*7H.0, 0.2 g de KCI, 0.1 g de
(NH4)2S04, 15 g de agar bacteriolégico en 1000 ml de agua. Disolver las sales por

separado antes de afiadir el agar bacterioldgico, agitar hasta completa disolucién y

esterilizar a 120°C/15 Ibs por 15 minutos)
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MEDIO PARA:
AZOSPIRILLUM:

Se preparé el medio Azospirilum con 40 mg de KH,PO,, 10 mg
K,HPO4, Mg SO4 7H,0, 10 mg NacCl, en estos reactivos se pesaon 2 mg de
CaCly, 2 mg de FeS04.7 H,0, y 2 mg de Na; Mo O4.2 H,O se disolvieron en
10 mL y se tom6 1ml, 0.5 de Ac. Malico, 0.4 g de KOH, 0.2 g de extracro de
levadura agitar en vortex en 100 mL liquido para 3 mtraces de 125 mL.

3. Protocolo para la evaluacién de fésforo solubilizado por bacterias de la

rizosfera de tomate en medio liquido.

1. Se reactivaron las bacterias en placa de medio para Azospirillum a partir del

vial en ultracongelamiento.

a. Apartir del vial del ultracongelador, con el asa se tomaron algunos
cristales del cultivo congelado y se colocaron en una orilla de la placa
de petri con medio para Azospirillum, posteriormente se distribuyeron

en la placa por estria cruzada.

b. Se incubarén a 30°C por 18-24 horas.

2. Se tomd una colonia aislada y sembré en 10 mL de medio Azospirillum liquido

en un tubo, incubando por 18 horas a 30°C y 200 rpm.

3. Se lavaron las células.
24



a. Se colocé el cultivo celular en tubos coénicos estériles de 15 ml y se

centrifugaron a 5000 rpm por 5 minutos.

b. Se deseché el medio de cultivo y el paquete celular se resuspendié en

10 mL de solucién salina y se repitio la centrifugacion.

4. Las células libres de medio de cultivo se resuspendieron en solucion salina y

se ajusto la densidad 6ptica a 3 X 10° UFC/ml
a. Uso de la ecuacion que relaciona UFC con densidad optica
UFC= 2x10'°(DO) — 7x10®
DO= (UFC+7x10%)/2X10"
DO= (3x10%+7x10%)/2x10"°
DO=0.185

5. Se inocularon matraces de 125 ml conteniendo 30 mL de medio NBRIP

liquido con 100 pL de la suspension de bacterias.

6. Se incubaron a 30°C a 200 rpm y se cosecharon 3 matraces a las 24, 48, 72

y 96 horas
7. Cosecha.

a. De cada matraz, se tomaron 10 ml del cultivo y se colocaron en tubo

conico de 15 mL. Se centrifugaron por 10 minutos a 10,000 rpm a 5°C,
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se separO el sobrenadante y se filtré con papel numero 2 antes de

determinar el contenido de fésforo.

8. Se determind el contenido de fosforo en el medio de cultivo libre de células por

el método de ANSA, utilizando curva de calibracién de 10-150 ppm de fésforo.

9. Para evaluar el crecimiento bacteriano, se tomd otra una alicuota de 10 ml del
cultivo y se le agregaron aproximadamente 1 mL de HCI 1N hasta disolver el

fosfato tricalcico.Se midio la densidad 6ptica a 600 nm y utilizando la ecuacién

DO = 2X10°UFC — 7X108

Se estimaron los UFC/ml

Los ensayos fueron denominados como BSLP. En los ensayos BSLP-02 y
BSLP-03 se utiliz6 como referencia la cepa CBNG-14, para el resto de los
bioensayos se empleo la cepa CBLA-15, con ambas cepas se obtienen resultados

similares.
4. ldentificacion de las bacterias solubilizadoras de fosforo.

La identificacion de las cepas bacterianas se llevo a cabo mediante el empleo
de pruebas bioquimicas segun el Manual de Bergey's. Las principales pruebas

bioguimicas empleadas fueron las siguientes:

e Gram. Se basa en la cantidad de peptidoglucano que se encuentra en las
paredes celulares de estas bacterias. Las células Gram positivas se tifien de

color azul-violeta mientras que las Gram negativas de color rojizo.
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Prueba de la catalasa. Se utiliza para comprobar la presencia del enzima
catalasa que se encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y
anaerobias facultativas que contienen citocromo.

Oxidasa. Se encuentra en organismos aerobios y anaerobios facultativos,
utiliza el diclorhidrato de tetrametil-para-fenilendiamina que actia como
aceptor terminal de electrones. En presencia de oxidasa y oxigeno
atmosférico se oxida formando azul de indofenol.

Agar Mac Conkey. Este medio evalla la capacidad de un microorganismo
para crecer en concentraciones moderadas de sales biliares. Las sales biliares
y el cristal violeta inhiben considerablemente la flora gram positiva.

OF medio basal. Medio util para detectar a los microorganismos glucidoliticos
que degradan la glucosa ya sea por por mecanismos fermentativos u
oxidativos.

Agar Nitrato. Medio para bacterias Gram negativas aerobias o anaerobias
facultativas para realizar la prueba de reduccion de nitratos.

SIM Medio. Es un medio semisolido destinado a verificar la movilidad,
produccién de indol y de sulfuro de hidrégeno en un mismo tubo. Es util para

diferenciar miembros de la familia Enterobacteriaceae.

De acuerdo a esto, las bacterias pueden ser clasificadas de la siguiente forma:
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Tabla 4. Propiedades bioquimicas de algunas bacterias de interés.
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| + - - - - - - - + - - - - + - +
M +/- | +[- | +]- + + + - - + + + - + + + +

R = Rosa, B= Blanca, C=Clara

Segun los resultados obtenidos en cada una de las pruebas se designo el
género de cada bacteria, la confirmacion del género de las cepas se llevo a cabo
mediante la secuenciacion del gen del DNA 16S ribosomal. Las bacterias se
reactivaron a partir de muestras congeladas en glicerol al 20%, posteriormente se
hicieron crecer en medio liquido MA por 18 horas, al cultivo asi crecido se le agreg6
glicerol estéril y se congelé en crioviales para su posterior envio a la empresa
Macrogen, Seul Korea del Sur, donde se secuenciaciaron al menos 1400 pb de la
region del 16S ribosomal. Las secuencias fueron comparadas en linea mediante el
programa BLAST con las secuencias similares depositadas en el GenBank. Se
conisderd una identificacion positiva cuando la secuencia comparada tuvo mas de

99% de identidad con secuencias taxondmicamente identificadas.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

a. Evaluacion del fésforo solubilizado y pH.

Debido a la necesidad de establecer un tiempo para la evaluacion de fosforo
disuelo, el primer ensayo de esta tesis consistio en el establecimiento del tiempo
necesario para la evaluacion de fésforo disuelto. Para esto se inocularon 15
matraces por triplicado con medio NBRIP con la cepa CBNG 14 y se tomaron
muestras cada 24 horas, determinandose pH, cuenta viable por plaqueo y fésforo
disuelto en el sobrenadante por triplicado. En la figura 4 A se muestra la variacion del
pH y de la cuenta viable en el medio en matraces inoculados y sin inocular. Los
datos obtenidos revelan que en los matraces sin inocular no existe variacion en el
pH; mientras que en los matraces inoculados, el pH empez6 a disminuir desde el
primer dia, alcanzando su minimo a los 4 dias con un valor de 3.65. Después de ese
tiempo el pH se mantuvo estable. En cuanto al crecimiento bacteriano, se observa
una correlacion inversa al cambio de pH. Existiendo un maximo de crecimiento a los
5 dias (4.4 X 10° UFC/ml). En la figura 4 B se muestra la cinética de solubilizacién
de fésforo, comparandolo con la variacion de pH. Observandose la misma

correlacion inversa de la solubilizacion de fosforo con respecto al cambio de pH.
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De lo mencionado anteriormente, se puede apreciar que el maximo de
solubilizacién (684 ppm) se obtuvo a los 5 dias. La cinética ya no se continu6 debido
a que los valores de fosforo disuelto obtenidos a este tiempo eran mayores a los 233
ppm reportados por (Young, 1990).a los 4 dias de incubacion, y similares a los
reportados por Collavino et al a los 10 dias de incubacion en un medio similar. Por lo
gue con estos resultados se determind que la evaluaciéon del resto de las cepas se

haria hasta los 5 dias de incubacion.

Para la obtencion de los resultados, en total se hicieron 4 ensayos para probar
la totalidad de las cepas. Debido a que dichos ensayos se hicieron a distintos
tiempos, se introdujo una cepa control en cada ensayo para validar la comparacion
de los resultados, en un inicio se utilizé la cepa CBNG-14 como cepa control, pero se
encontré que dicha cepa es patdgena y se cambio por la CBLA-15, en la tabla 5 se
muestran los resultados de pH y solubilizacion de cada cepa probada, tambien para
evaluar la validez de los resultados, se corrio una curva de calibracidbn en la
determinacion de fésforo en cada ensayo, en la figura 5 se muestran las distintas
curvas obtenidas y como se puede observar solo se encontro una pequeiia variacion
en uno de los ensayos, por lo que se puede decir que todos los resultados son
comparables en cuanto al fésforo medido.se hizo la regresion lineal a una de las
curvas para obtener la ecuacién y con ella calcular el fésforo disuelto por las cepas

en cada matraz.
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Tabla 5. Fésforo disuelto por la cepa control en cada bioensayo.

Ensayo Cepa Pppm | pH
BLSP-02 | CBNG14 | 614
CBLA-15 | 707 |4.24
BLSP-03 | CBNG14 | 550 | 3.38
BLSP-04 | CBLA-15 | 647 |4.24
BLSP-05 | CBLA-15 | 530 3.5
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b. Determinacion de la capacidad solubilizadora de fésforo disuelto

de cada cepa.

En la figura 5 se presenta la comparacion de las distintas curvas de calibracion
realizadas para establecer una curva patron para llevar a cabo la determinacion de
fésforo disuelto. Se observan algunas variaciones, probablemente debidas a que
estas curvas se llevaron a cabo a distintos tiempos de muestreo y a problemas de
operacion (preparacion de reactivos, tiempos de preparacion, etc.), factores que

afectan significativamente los resultados obtenidos en la determinacion de fésforo

Tabla 6. Solubilizacion de fésforo por las cepas probadas en este trabajo y pH del medio obtenido al final de la incubacién.

Cepa P mg/L PH |Cepa P mg/L PH |Cepa P mg/L pH
CBNG-05 470.80 | 3.45 | CBLA-75 703.72 | 3.32 | CBLA-134 788.21| 3.34
CBNG-06 533.46 3.3 |CBLA-88 538.03 | 3.56 | CBLA-159 291.90| 4.21
CBNG-07 65.96 |4.76 | CBLA-92 560.22 | 3.57 | CBLA-160 371.36| 3.93
CBNG-08 333.72|3.8 | CBLA-97 476.42|3.5 |CBLA-163 676.18 | 3.95
CBNG-11 788.97 | 3.38 | CBLA-100 795.90 (3.3 |CBLA-172 535.52 | 4.24
CBNG-12 393.21|3.63 | CBLA-107 677.05 | 3.35 | CBLA-176 507.37| 3.7
CBNG-14 782.44 (3.6 | CBLA-109 836.67 | 3.36 | CBLA-177 750.90| 3.78
CBLA-14 549.74 | 3.69 | CBLA-110 502.70 | 3.54 | CBLA-178 247.44 | 5.25
CBLA-15 647.27 | 3.5 CBLA-113 362.85|3.75 | CBLA-179 172.88| 4.3
CBLA-47 783.59 | 3.31 | CBLA-117 455.40 | 3.56 | CBLA-183 491.17] 3.53
CBLA-62 713.33(3.37 | CBLA-122 698.33 | 3.39 | CBLA-187 654.03 | 3.95
CBLA-66 744.49 | 3.34 | CBLA-124 829.233.31 | CBLA-191 696.47 | 4.01
CBLA-67 455.26 | 3.64 | CBLA-127 161.39 |4.61 | CBLA-199 569.71| 3.61
CBLA-68 716.79 | 3.32 | CBLA-129 707.31|3.4 | CBLA-200 751.92| 4.3
CBLA-69 693.46 | 3.35 | CBLA-131 440.36 | 3.56 | CBLA-205 647.27 | 3.67
CBLA-70 718.97 | 3.46 | CBLA-133 762.313.39
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En la tabla 6 se puede observer que las concentraciones de fésforo en el
sobrenadante del medio liquido despues de los 5 dias de incubacion, muestra una
variabilidad desde 65.96 con la cepa CBNG-07 hasta 836.67 mg L™ con la cepa
CBLA-109, e indica que las bacterias denominadas como CBLA 109 y CBLA 124
solubilizan la mayor cantidad de fosfato en compracién del resto de las bacterias
evaluadas.

En esta misma tabla también se presentan los datos de pH finalizado el tiempo de
incubacion. Existe una caida del pH desde su valor inicial (pH 7) acompafando al
proceso de solubilizacion de fésforo. Este comportamiento puede ser debido a la
secrecion de iones hidrogeno por las bacteria, que es uno de los mecanismos que
han sido reportados como responsables de la solubilizacion de fosforo, para
comprobar esta hipétesis se grafico el valor de pH final contra el fésforo disuelto
(figura 6a) y se encontrd que si habia una linea de tendencia marcada en cuanto a
menor pH, mayor fosforo disuelto, sin embargo varias cepas tuvieron desviaciones
en este comportamiento, por lo que se realizo otra gréfica sin incluirlas y se obtuvo la
gréfica 6b, donde se observa una mejor correlacion entre la solubilizacion y el pH.
Por lo que se puede decir que en en las cepas incluidas el mecanismo principal de
solubilizacion puede ser la secrecion de iones hidrogeno (libres o en formando parte
de &cidos organicos). Las cepas que no siguen este mismo comportamiento son las
cepas CBLA-163 (Pseudomonas migulae), 187 (Enterobacter sp), 172
(Pseudomonas sp), 177 (Pseudomonas mandeii), 191 (Pseudomonas
plecoglossicida), 200 (Pseudomonas moselii) y la CBNG-14 (Pantoea sp), en estas
cepas se puede plantear la hipétesis de que existe otro mecanismo involucrado en la
solubilizacion de fosforo, este efecto es mas marcado en Pseudomona moselii
(CBLA-200) y en Pseudomonas sp (CBLA-172), en las cuales se observa que el pH
fue mayor de 4 y sin embargo solubilizaron mas de 500 ppm, y con las otras cepas
este valor de fosforo disuelto se alcanzo a un pH de 3.3 y 3.5 respectivamente. En
estos casos se puidera plantear que existe secrecion de acidos organicos capaces
de coordinarse con calcio y liberar los iones fosfato a valores de pH mayores.

(Bashan, 1998)
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c. ldentificacion de las bacterias solubilizadoras de fésforo.

Todas las bacterias aisladas fueron bacilos, 40 mostraron ser Gram negativas
y 4 fueron Gram positivas. Las colonias de los aislados eran redondas, cremosas, de
color variante entre blanco y amarillo. La mayoria de ellas fueron catalasa positivo,
29 exhibian un metabolismo fermentativo y 2 aislados producian sulfuro de hidrégeno
durante la fermentaciébn de la glucosa. De acuerdo a estos resultados, la
caracterizacion bioquimica fue cercana para Pseudomonas, Enterobatecteria,
Bacillus, Acinetobacter y Moraxella. La identificacion final en base a la secuenciacion
de ADN indica que la caracterizacidon bioquimica estuvo muy cercana a la
identificacion de las bacterias. Con esta identificacion se pudo encontrar que las
bacterias solubilizadores de fosforo son Enterobacter spp, Bordetella sp, Pantoea
spp, Moraxella spp, Pseudomonas spp, Alcaligenes spp y Bacillus spp Aislamientos
de estas bacterias han sido encontrados en varios tipos de suelo y se han reportado
sus capacidades solubilizadoras de fosforo (Rico, M. 2002). Sin embargo,
Pseudomonas moraviensis, Bordetella sp, Pseudomonas brassicacearu, Moraxella,
Enterobacter ludwigii, Pseudomonas migulae, Pseudomonas mandei y Pseudomonas

vranovensis aun no han sido reportadas previamente. (Tabla 7).
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Tabla 7. Identificacion de las bacterias solubilizadores de fosforo mediante pruebas bioquimicas y de ADN.

Microorganismo | Bioquimica DNA
CBNG-05 Pseudomona | Pseudomonas moraviensis (s)
CBNG-06 Pantoea Pantoea spp (b)

CBNG-07 Pseudomona | Pseudomonas sp (b)
CBNG-08 Enterobacter | Enterobacter cloacae (b)
CBNG-11 Bacillus Bacillus sp(b)

CBNG-12 Enterobacter | Enterobacter cloacae (b)
CBNG-14 NI Acinetobacter sp (b)
CBLA-14 Enterobacter | Enterobacter cloacae (b)
CBLA-15 Bordetella Bordetella sp(b)

CBLA-62 Pseudomona | Pseudomonas sp (b)
CBLA-66 Pseudomona | Pseudomonas brassicacearum (s)
CBLA-67 Enterobacter | Enterobacter cloacae (b)
CBLA-68 Enterobacter | Enterobacter cloacae (b)
CBLA-70 Bacillus Bacillus sp(b)

CBLA-88 Pseudomona | P.aeruginosa (b)

CBLA-92 Moraxella Moraxella (b)

CBLA-97 Enterobacter | Enterobacteria (b)

CBLA-100 Enterobacter | Enterobacter cloacae (b)
CBLA-107 Pseudomona | Pseudomonas aeruginosa (b)
CBLA-109 Pseudomona | Acinetobacter sp (b)
CBLA-110 Pseudomona | Pseudomonas putida
CBLA-113 Pseudomona | No identificadas

CBLA-117 Pseudomona | Pseudomonas aeruginosa (b)
CBLA-122 Pseudomona | Pseudomonas aeruginosa (b)
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Microorganismo | Bioquimica DNA
CBLA-124 Enterobacter | Enterobacter ludwigii (s)
CBLA-127 Bacillus No identificadas
CBLA-129 Enterobacter | Enterobacter cloacae (b)
CBLA-131 Moraxella Moraxella (b)

CBLA-133 Enterobacter | Enterobacter sp
CBLA-134 Enterobacter | Enterobacter cloacae (b)
CBLA-159 Pseudomona | Pseudomonas sp (b)
CBLA-160 Pseudomona | Pseudomonas sp (b)
CBLA-163 Pseudomona | Pseudomonas sp (b)
CBLA-172 Pseudomona | Pseudomonas sp (b)
CBLA-176 Pseudomona | Pseudomonas sp (b)
CBLA-177 Pseudomona | Pseudomonas migulae
CBLA-178 Bacillus Bacillus sp(b)

CBLA-179 Pseudomona | Alcaligenes (b)

CBLA-183 Pseudomona | Pseudomonas sp (b)
CBLA-187 Pseudomona | Pseudomonas putida (s)
CBLA-191 Enterobacter | Enterobacteria (b)
CBLA-199 Pseudomona | Pseudomonas mandeii (S)
CBLA-200 Acinetobacter | Pseudomonas vranovensis (S)
CBLA-205 Pseudomona | Pseudomonas sp (b)

38



VIl.  CONCLUSIONES.

Los resultados del presente estudio, indican las potencialidades de algunas
bacterias existentes en la rizoésfera de nicotiana glaucana, tomate y papa como
agentes solubilizadores del fosfato. Esto sugiere la posibilidad de su empleo como
indculos para suelos alcalinos en los cuales se realicen enmiendas con roca fosforica
0 Caz(PO,), como fuente de fosforo. Las mejores bacterias solubilizadoras de
fésforo fueron Acinetobacter sp (b) y Enterobacter ludwigii (s), las cuales fueron
capaces de solubilizar por encima de 800 mg L™ de fésforo las CBNG 11, CBLA
47,66, 68, 75, 100, 109, 124, 177, 200 en medio NBRIP . De entre las bacterias
encontradas Pseudomonas moraviensis, Bordetella sp, Pseudomonas brassicacearu,
Moraxella, Enterobacter ludwigii, Pseudomonas migulae, Pseudomonas mandei y

Pseudomonas vranovensis aun no han sido reportadas como BSP.

VIIl. RECOMENDACIONES

Hay tres areas prioritarias para el desarrollo de biofertilizantes: investigacién para
encontrar nueva cepas, pruebas en campo abierto e invernadero para comoprobar la
efectividad bioldgica de las cepas e investigacion sobre el manejo integrado del

fésforo.

Las bacterias aisladas de la rizésfera de tomate, papa y nicotiana glauca probadas
en el experimento, demostraron la capacidad de solubilizar fésfor in vitro en intervalo
de los 500-700 ppm, sin embargo y debido a que algunas de estas cepas son
patdgenas, se recomienda seleccionar aquellas que no lo sean para formular un
producto a base de estas bacterias (Pseudomonas y Acinetobacter) y probarlas en

experimentos in vivo ya sea en invernadero y campo, para demostrar su capacidad.
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en la asimilacion de fésforo por las plantas, se recomienda su uso en plantas de

tomate debido a la importancia comercial de esta hortaliza.

Se sabe que existen factores nutricionales y climaticos que afectan la fijacion de
fosforo en solanaceas. Se necesitan estudios en los cuales se introduzcan estos

factores como variables para validar la efectividad in vivo de estas cepas.
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